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ABSTRAK : Ovarium yang diambil dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH) dapat digunakan 
sebagai sumber oosit alternatif yang melimpah dan murah untuk digunakan dalam  produksi 
embrio in vitro (IVEP). Akan tetapi, jarak antara RPH dengan laboratorium yang cukup jauh 
akan membutuhkan waktu yang cukup lama sehingga penyimpanan ovarium mutlak diperlukan. 
Penyimpanan ovarium terbukti mengurangi kompetensi perkembangan oosit dibanding ovarium 
yang masih segar saat digunakan dalam IVEP. Banyak faktor yang mempengaruhi keberhasilan 
tersebut seperti lama waktu, suhu, dan komposisi medium penyimpanan ovarium, keseragaman 
status folikel ovarium serta spesies yang digunakan. Pada makalah ini diulas mengenai kondisi 
yang perlu diperhatikan dan dipertimbangkan dalam penanganan dan penyimpanan ovarium 
RPH agar kompetensi perkembangan oosit dapat dijaga sebaik mungkin untuk dipergunakan 
dalam IVEP. 
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PENDAHULUAN 
 
Ovarium merupakan tempat asal mula ribuan hingga ratusan ribu folikel (tergantung 
spesies) diproduksi yang sekaligus sebagai tempat tumbuh dan berkembangnya oosit pada 
mamalia yang secara alami akan berkembang menjadi oosit yang matang dan diovulasikan 
dalam jumlah ratusan bahkan lebih sedikit selama hidupnya (Gordon, 2003). Melalui 
serangkaian tahapan dalam teknologi IVEP, oosit tersebut dapat diambil dan dikembangkan 
menjadi embrio yang lebih banyak, meskipun kompetensi perkembangan oosit hasil in vitro 
tidak sebaik in vivo (Leibfried-Rutledge et al., 1987; Squires et al., 2003). Ovarium tersebut 
banyak ditemukan di RPH yang dapat digunakan sebagai sumber oosit alternatif yang melimpah 
dan murah untuk keperluan IVEP maupun teknologi reproduksi lanjutan seperti kloning dan 
lain-lain (Niwa dan Funahashi, 1999; Matsukawa et al., 2007). 
Prosedur penyimpanan ovarium merupakan faktor pembatas yang terus diupayakan untuk 
diperbaiki hingga saat ini. Tujuannya adalah untuk menentukan prosedur yang optimal dan 
efisien agar oosit yang diambil dari ovarium tersebut mampu berkembang menjadi embrio 
sebanyak mungkin dengan kualitas sebaik in vivo untuk diterapkan pada berbagai spesies. Suhu, 
waktu transportasi dan penggunaan jenis medium selama penyimpanan ovarium merupakan 
beberapa faktor yang terbukti berpengaruh terhadap viabilitas dan kompetensi perkembangan 
oosit yang dikoleksi dari ovarium tersebut baik pada kuda (Love et al., 2003), kambing (Silva et 
al., 2003), kerbau (Ravindranatha et al., 2003), domba (Matos et al., 2004), babi (Wongsrikeao 
et al., 2005), sapi (Nagao et al., 2010), maupun unta (Abd-Allah, 2010) dalam IVEP. 
Berdasarkan hal tersebut segala aspek mulai dari koleksi ovarium setelah ternak dipotong 
hingga penanganan selama ovarium dibawa dari RPH ke laboratorium perlu dilakukan dengan 
prosedur yang benar, tepat serta efisien. Koleksi ovarium sebagai langkah paling awal dari 
proses IVEP, akan menjadi tahap kritis dan dapat menghambat pada proses berikutnya jika tidak 
diperhatikan dengan baik. Pada makalah ini akan diulas mengenai kondisi yang perlu 
diperhatikan dan dipertimbangkan dalam penanganan dan penyimpanan ovarium RPH agar 
kompetensi oosit dapat dijaga sebaik mungkin untuk dipergunakan dalam IVEP. 
 
 
Koleksi ovarium dari RPH secara steril 
Kondisi ruangan dan proses selama penyembelihan ternak di RPH yang kurang steril 
dapat menyebabkan kontaminasi mikrobia pada ovarium yang dapat berpengaruh terhadap 
kualitas oosit di dalamnya. Limbah dari rumen, kotoran ternak yang jatuh dilantai, darah 
maupun kontaminan lainnya dapat menjadi sumber keberadaan mikrobia. Oleh karena itu, 
prosedur pelaksanaan yang steril sangat dianjurkan selama proses pengambilan ovarium dari 
tubuh ternak setelah disembelih hingga diproses di laboratorium. Penggunaan pakaian khusus 
RPH, sarung tangan serta peralatan yang sudah disterilkan terlebih dahulu akan mengurangi 
bahaya kontaminasi tersebut. 
Sebaiknya setelah diambil dari tubuh ternak, ovarium segera dibersihkan dari darah, 
jaringan lemak dan jaringan lainnya yang menempel di ovarium sebelum dilakukan 
penyimpanan. Setelah itu, dicuci dengan medium penyimpanan ovarium yang sudah 
mengandung antibiotik. Beberapa antibiotik yang sering digunakan untuk kultur in vitro adalah 
penicillin, streptomycin dan gentamycin yang menurut Freshney (2005) berfungsi untuk 
mencegah kontaminasi dari bakteri gram positif dan gram negatif maupun mikoplasma dan 
biasanya digunakan dengan dosis masing-masing berturut-turut 100 IU/ml, 100 µg/ml dan 50 
µg/ml. Penggunaan kombinasi dari beberapa jenis antibiotik dapat memberi spektrum yang 
lebih luas terhadap penetrasi berbagai jenis mikrobia. 
 
Lama dan suhu penyimpanan ovarium 
Pada dasarnya ovarium yang telah diambil dari RPH, akan semakin baik jika segera 
diproses di laboratorium dengan harapan kualitas oosit yang akan digunakan dari ovarium tetap 
terjaga dengan baik. Pada kenyataanya, jarak antara RPH dengan laboratorium yang cukup jauh 
akan membutuhkan waktu yang cukup lama sehingga penyimpanan ovarium mutlak diperlukan. 
Lama dan suhu medium selama penyimpanan menjadi faktor yang berpengaruh terhadap 
viabilitas dan kompetensi perkembangan oosit. 
Beberapa penelitian yang telah dilakukan masih memberikan hasil yang cukup bervariasi 
untuk menentukan kondisi yang paling optimal selama transportasi ovarium pada berbagai 
spesies (Tabel 1). Hal ini kemungkinan selain kondisi ovarium dan kualitas oosit yang 
heterogen, metode yang digunakan oleh masing-masing peneliti juga berbeda-beda. Menurut 
Abeydeera (2002), oosit yang dikoleksi dari folikel dengan ukuran yang berbeda akan 
menunjukkan kompetensi yang berbeda pula dalam pematangan inti, pematangan sitoplasma 
dan perkembangan embrio. Meskipun demikian, berdasarkan Tabel 1., dapat disimpulkan 
bahwa penyimpanan ovarium pada suhu normal fisiologis tubuh tidak dapat dilakukan dalam 
waktu yang lebih lama. Selain itu, pada suhu berapapun, kompetensi perkembangan oosit akan 
semakin menurun seiring dengan lamanya penyimpanan ovarium. Hasil penelitian Nagao et al. 
(2010) memperlihatkan bahwa oosit yang diambil dari ovarium sapi yang disimpan pada suhu 
35°C selama 24 jam tidak dapat digunakan untuk penelitian karena banyak yang mati dan tidak 
dapat menjaga potensi perkembangannya.  Pengaruh negatif ini juga diperlihatkan oleh Lin et 
al. (2011), dimana suhu 37°C tidak dapat menjaga kesegaran ovarium babi dalam waktu yang 
lama karena setelah 6 jam mulai tercium bau tidak sedap yang diduga akibat terjadinya autolisis 
dan degenerasi pada ovarium. Pada umumnya penyimpanan ovarium selama transportasi dari 
RPH ke laboratorium pada suhu normal fisiologis tubuh (35-39°C) dilakukan hanya dalam 
waktu yang tidak terlalu lama (sekitar 1-2 jam) (Goto et al., 1989; Ka et al., 1997, Hou et al., 
2006; Park dan Niwa, 2009). 
Ketika masih berada di dalam tubuh, proses metabolisme sel-sel di ovarium terjadi pada 
kondisi suhu normal fisiologis tubuh dengan darah yang selalu mengalir memberikan suplai 
oksigen, energi maupun sejumlah nutrisi yang penting untuk perkembangan sel. Abd-Allah 
(2010) menyatakan bahwa sejumlah nutrisi dan oksigen diperlukan oleh oosit yang sedang 
tumbuh dan aktif dalam mensintesis protein dan RNA serta penggandaan organel-organel sel. 
Oleh karena ovarium diambil dari tubuh ternak maka berubah dalam kondisi ischemia dimana 
aliran darah akan terhenti sehingga suplai oksigen dan sejumlah nutrisi yang penting untuk 
perkembangan oosit akan semakin berkurang (Wongsrikeao et al., 2005). Dijelaskan pula 
bahwa tidak tersedianya oksigen menyebabkan metabolisme berubah dari kondisi aerob menjadi 
anaerob dengan dihasilkannya asam laktat dan H+. Akumulasi dari H+ tersebut mengakibatkan 
pH cairan folikel menjadi lebih asam dan berpengaruh pada kondisi lingkungan disekitar oosit. 
Gordon (2003) menambahkan bahwa penurunan pH juga terjadi di dalam sel dan dapat 
mempengaruhi kerja dari Maturation Promoting Factor (MPF) dan kelanjutan pembelahan 
meiosis dalam proses pematangan oosit. Selain itu, Yu (1994) serta Ribanov dan Benov (1981) 
dalam Wongsrikeao et al. (2005) menyatakan bahwa saat kondisi ischemia juga akan diproduksi 
sejumlah metabolit radikal bebas yang beracun (toxic free oxygen radicals) yang saat bereaksi 
dengan protein, lipid dan DNA menyebabkan terjadinya inaktivasi enzim, peroksidasi membran 
lipid dan perubahan DNA. Kondisi itu pula yang menyebabkan rusaknya sejumlah protein yang 
dibutuhkan untuk perkembangan embrio in vitro hingga tahap blastosis (Nagao et al., 2010). 
 
Tabel 1.  Beberapa kondisi terbaik dalam penyimpanan ovarium pada berbagai spesies 
Spesies Jenis medium Suhu dan lama 
penyimpanan 
IVM 
(%) 
Blastosis 
(%) 
Referensi 
Kambing1) TCM-199 dan 
PBS 
4°C selama 24 jam td td Silva et al. 
(2003) 
Domba1) Garam fisiologis, 
TCM-199 dan 
BCS 
4°C selama 24 jam  
20°C selama 12 jam 
39°C selama 2 jam 
td td Andrade et al. 
(2001); Matos 
et al. (2004) 
Sapi PBS 20°C selama 9 jam - 36,0 Yoko et al. 
(2003) 
Garam fisiologis  10°C selama 24 jam 67,0 25,0 Matsushita et 
al. (2004) 
Garam fisiologis  15°C selama 24 jam 91,3 20,4 Nagao et al. 
(2010) 
Babi PBS 25°C selama 8 jam 65,6-
72,6 
0-3,5 Lin et al. 
(2011) 
Unta Garam fisiologis 4°C selama 24 jam 
20°C selama 6 jam 
80,0 
77,7 
td Abd-Allah 
(2010) 
Keterangan :  
td : tidak diteliti; PBS : Phospate Buffered Saline; TCM-199 : Tissue Culture Medium 199; 
BCS : Braun Collin’s Solution. 
1) Parameter yang digunakan hanya pada tingkat morfologi dan ultrastruktural folikel 
primordial yang normal dan degenerasi 
 
Efek negatif tersebut diatas dapat dicegah lebih lama dengan menyimpan ovarium pada 
suhu yang lebih rendah dari suhu normal tubuh (subnormal; 20-25°C) dan suhu dingin (4°C) 
atau bahkan suhu beku (-196°C) karena pada kondisi suhu tersebut proses metabolisme sel akan 
dihambat sehingga kebutuhan metabolik seperti suplai oksigen, sumber energi dan beberapa 
nutrisi dapat diminimalisir (Silva et al., 2003; Abd-Allah, 2010). Akan tetapi, penyimpanan 
tersebut tidak selamanya cocok bagi oosit karena di dalam ovarium terkandung oosit folikular 
dengan status yang berbeda-beda. Menurut Gordon (2003), selama folikulogenesis dan 
oogenesis di dalam ovarium, terjadi sejumlah perubahan morfologi dan biokimia sehingga akan 
ada perbedaan karakteristik mulai saat menjadi sel-sel benih, folikel primordial hingga saatnya 
diovulasikan sebagai oosit yang telah matang.  Shaw et al. (2000) menyatakan bahwa hal 
tersebut penting sebagai dasar pertimbangan penyimpanan antara oosit yang matang dengan 
jaringan ovarium pada suhu dingin maupun kriopreservasi seperti disajikan pada Tabel 2. 
Dikatakan lebih lanjut bahwa prinsip dasar yang harus diperhatikan dalam prosedur 
penyimpanan adalah bagaimana melindungi sel dari pengaruh pendinginan, pembentukan es 
intraseluler, dehidrasi dan bahaya racun yang dihasilkan. Karakteristik folikel primordial seperti 
pada Tabel 2., membuatnya lebih tahan terhadap kerusakan selama penyimpanan dingin 
dibanding oosit yang matang. Akan tetapi kelemahan dari folikel primordial ini adalah 
kondisinya yang masih sangat muda dan harus mengalami sejumlah perlakuan lanjutan untuk 
bisa matang. Sedangkan oosit yang sudah matang lebih rentan karena dapat terjadi 
depolimerisasi spindel metafase ketika suhu penyimpanan diturunkan. Alasan tersebut yang 
menjadikan folikel primordial ataupun folikel preantral memiliki viabilitas yang lebih baik 
ketika diambil dari ovarium yang disimpan pada suhu dingin (4°C) dibanding suhu normal 
tubuh (39°C) maupun subnormal tubuh (20°C) dalam waktu yang lama hingga 24 jam (Andrade 
et al., 2001; Silva et al., 2003; Abd-Allah, 2010). Kondisi tersebut berkebalikan untuk oosit 
yang diambil dari folikel yang sudah tumbuh penuh (Wongsrikeao et al., 2005; Lin et al., 2011), 
bahkan oosit tersebut tidak mampu berkembang hingga tahap blastosis (0%) dari suhu 
penyimpanan dingin (5°C) (Nagao et al., 2010).  Untuk menghindari efek buruk dari suhu 
dingin digunakan folikel yang berkembang pada tahap awal (tahap GV) karena kromosom 
terlindungi oleh membran inti (Shaw et al., 2000), ataupun folikel primordial untuk 
mengeliminasi tingkat varias i dan meningkatkan produksi embrio karena bentuknya lebih 
homogen dan kejadian atresianya lebih rendah dibanding folikel antral (van den Hurk dan 
Santos, 2009). 
 
Tabel 2. Karakteristik yang berpengaruh pada sensitivitas terhadap kerusakan selama 
penyimpanan dingin maupun kriopreservasi 
Materi Oosit primordial Oosit belum matang 
berukuran penuh 
(pada tahap GV) 
Oosit matang 
berukuran penuh 
(pada tahap MII) 
Ketersediaan Melimpah, selalu 
ada 
Jarang, hanya dari 
folikel antral 
Jarang, hanya ada 
pada siklus 
pertengahan 
Kemudahan koleksi Mudah (melalui 
biopsy) 
Prosedur koleksi 
oosit 
Prosedur koleksi 
oosit 
Ukuran <50 µm 80-300 µm 
(tergantung spesies) 
80-300 µm 
(tergantung spesies) 
Sel-sel pendukung Sedikit, sangat 
kecil 
Banyak 
korona/kumulus 
Banyak 
korona/cumulus 
Status inti Istirahat pada 
tahap Profase I, 
memiliki membran 
inti 
Istirahat pada tahap 
GV, memiliki 
membran inti 
Istirahat pada tahap 
MII, spindle 
sensitif terhadap 
suhu, tidak 
memiliki membran 
inti 
Zona pelusida Tidak ada Ada Ada 
Kortikal granula Tidak ada Sentral Peripheral 
Lipid intraseluler Sedikit Banyak Banyak 
Tingkat metabolik Rendah Rendah Rendah 
Rasio permukaan:volume Tinggi Rendah Rendah 
 
Selain status folikel, penggunaan suhu penyimpanan juga perlu mempertimbangkan 
karakteristik oosit dari setiap spesies ternak yang digunakan. Menurut (Gosden dan Nakano, 
2002), oosit babi dan sapi lebih sensitif terhadap pendinginan (cooling) dan mempunyai spindle 
yang lebih halus. Pernyataan tersebut didukung oleh Didion et al. (1999), bahwa kandungan 
lipid plasma membran antara sel cumulus dan oosit menyebabkan oosit babi sensitif terhadap 
pendinginan. Penelitian Lin et al. (2011) memperlihatkan bahwa hanya 1,1-3,2% oosit babi dari 
ovarium yang disimpan pada suhu 37°C yang mampu matang mencapai tahap Metafase II 
setelah dilakukan IVM. Tingkat IVM tersebut menjadi lebih baik (46,3-72,6%) jika ovarium 
disimpan pada suhu medium dibawah suhu normal tubuh (18 dan 25°C), dan akan menurun 
tajam ketika ovarium disimpan dalam medium bersuhu 4°C (1,1-3,1 %). Bahkan Wongsrikeao 
et al., (2005) memperlihatkan tidak ada (0%) oosit yang matang dari ovarium babi yang 
disimpan pada suhu 4°C selama 6 jam. Begitu pula pada sapi, suhu 10-20°C merupakan suhu 
yang aman untuk penyimpanan ovarium sapi selama 9-24 jam dibanding suhu 0, 5, 25 maupun 
30°C (Yoko et al., 2003; Matsushita et al., 2004; Nagao et al., 2010) karena tidak mengganggu 
proses sintesis protein pada pematangan inti dan sitoplasma oosit yang dapat dilihat dari tingkat 
IVM, IVF dan perkembangan oosit hingga tahap blastosis yang paling baik. 
 
Medium transportasi ovarium 
Selain waktu dan suhu penyimpanan, jenis medium penyimpanan ovarium juga dapat 
berpengaruh terhadap viabilitas dan kompetensi perkembangan oosit. Medium tersebut memiliki 
fungsi sebagai sumber buffer, osmolaritas, suplai energi, elektrolit maupun nutrisi bagi ovarium 
termasuk oosit yang ada di dalamnya. Beberapa medium transportasi ovarium yang telah 
digunakan adalah larutan garam fisiologis dan PBS, BCS, dan TCM-199 (Tabel 1). Ada pula 
yang menggunakan University of Wisconsin Solution (UW) (Nagao et al., 2010) dan juga air 
kelapa (Cordeiro et al., 2006; Costa et al., 2006) . 
Berbagai jenis medium tersebut memiliki keunggulan dan kekurangan tersendiri. Larutan 
garam fisiologis adalah yang paling efisien digunakan karena lebih mudah didapatkan dan 
dipersiapkan serta harga yang murah namun memiliki kandungan nutrisi yang lebih rendah 
dibanding medium yang lain (Santos et al., 2002). Penggunaannya dalam penyimpanan ovarium 
tidak lebih baik dari medium lain seperti penggunaan PBS maupun BCS terhadap viabilitas 
folikel, se l-sel cumulus yang masih hidup dan perkembangan embrio hingga tahap blastosis 
(Santos et al., 2002 dan Lin et al., 2011). Braun Collin’s Solution sendiri menurut Silva et al. 
(2000) dalam Silva et al. (2003) memiliki sifat hiperosmosis sehingga jika medium tersebut 
digunakan pada suhu penyimpanan 20°C selama 4 jam atau lebih, dapat meningkatkan folikel 
yang degenerasi. Medium kultur folikel in vitro menggunakan 100% air kelapa tidak mampu 
menjaga viabilitas folikel menjadi lebih baik (Costa et al., 2006). Dijelaskan lebih lanjut bahwa 
air kelapa dapat digunakan sebagai medium kultur folikel in vitro hanya sebanyak 5-10% yang 
dicampur dengan Minimal Esssential Medium (MEM) dan hasilnya juga akan bervariasi 
tergantung asal dan umur kelapa yang digunakan. 
Penggunaan jenis medium yang berbeda akan memberikan hasil yang sama jika ovarium 
disimpan pada suhu 4°C selama 12-24 jam (Silva et al., 2003;Andrade et al., 2001; Santos et 
al., 2002). Menurut Santos et al. (2002), energi dan nutrisi yang diperoleh folikel pada saat 
penyimpanan ovarium dapat berasal dari dua sumber yaitu dari folikel itu sendiri dan dari 
medium penyimpanan ovarium. Dikatakan lebih lanjut bahwa pada suhu dingin (4°C), folikel 
mampu bertahan cukup dengan sumber energinya sendiri, namun seiring dengan lamanya waktu 
penyimpanan maka kandungan medium transportasi sangat diperlukan untuk menjaga viabilitas 
folikel.  
Penambahan bahan tertentu dalam medium transportasi ovarium terbukti meningkatkan 
kemampuan medium tersebut menjadi lebih baik termasuk medium dengan kandungan nutrisi 
yang rendah. Untuk menekan efek negatif dari oxygen free radical selama penyimpanan 
ovarium, Nagao et al. (2010) mencoba menambahkan sejumlah antioksidan seperti 0,3 mM 
Glutathione (GSH) maupun  10 µM epigallocatechin gallate (EGCG) ke dalam medium 
transportasi ovarium berupa garam fisiologis 0,9%. Hasilnya bahwa perlakuan tersebut mampu 
menjaga integritas kromosom oosit yang normal serta meningkatkan hasil perolehan embrio 
yang berkembang hingga tahap blastosis dibanding tanpa pemberian antioksidan. Modifikasi 
medium juga dilakukan oleh Iwata et al. (2005) dengan menambahkan 5 mM magnesium, 10 
mM rafinosa dan 10 mM sukrosa ke dalam medium PBS pada suhu penyimpanan 20-35°C 
selama 9 jam dengan hasil bahwa perkembangan oosit yang terjadi lebih baik dibanding tanpa 
pemberian bahan tersebut. Meskipun modifikasi medium tersebut terbukti memberikan hasil 
yang lebih baik, namun perlu dipertimbangkan dari segi efisiensi biaya karena harga dari 
beberapa bahan tersebut yang cukup mahal. 
 
KESIMPULAN 
Dapat disimpulkan bahwa : 1) penyimpanan ovarium terbukti mengurangi kemampuan 
perkembangan oosit dibanding ovarium yang masih segar ketika dikultur in vitro; 2) belum 
ditemukan prosedur penyimpanan ovarium RPH yang bisa diterapkan secara optimal untuk 
semua spesies karena tergantung pada lama waktu, suhu, dan komposisi medium penyimpanan 
keseragaman status folikel ovarium serta spesies yang digunakan; 3) penyimpanan ovarium 
diluar tubuh pada suhu normal fisiologis tubuh tidak mampu menjaga kesegaran kondisi 
ovarium dalam waktu yang lama sedangkan penyimpanan ovarium pada suhu dibawah suhu 
normal maupun suhu dingin mampu memperlama penyimpanan dan mempertahankan kondisi 
ovarium lebih baik; dan 4) oosit dari folikel telah tumbuh penuh (tahap GV dan MII) lebih 
rentan dan sensitif terjadi kerusakan akibat penyimpanan pada suhu dingin maupun suhu beku 
dibanding oosit dari folikel primordial.  
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